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ヒト前立腺及びモルモット精管における
　　　加温によるα1一受容体の変化
東京医科大学泌尿器科学教室，東京医科大学生理学教室第二講座1）
　　　　並木一典　坂井朗子1）
【要旨】モルモット精管とヒト前立腺組織におけるα1一受容体の加温による変化をradioligand　binding法
により測定し，前立腺温熱療法の作用機序について検討した．
　加温処理は4℃を対照とし43℃，50℃，55℃1時間の条件で行なった．［3H］prazosinと粗細胞膜分画の
binding　assayを行い，　Scatchard　plotを用いた解析により親和恒数と最大結合受容体数を算出した．
　上記加温処理により，両標本とも，受容体の親和性に有意差は認められなかったが，単位蛋白質重量当た
りの受容体数は，モルモット精管では50℃以上，ヒト前立腺では43℃以上で有意な減少を認めた．以上の結
果から，前立腺内部を約43℃に加温する温熱療法においても結合しうるα1一受容体数が減少し，治療効果に
関与している可能性が示唆された．
はじめに
　前立腺肥大症に対する治療は従来より，経尿道的
前立腺切除術（Transurethral　resection　of　pros－
tate，以下TUR－Pと略す）がgolden　standardとし
て認められているが，近年はより侵襲の少ない方法
が求められる傾向にある．バルーンダイレーショ
ン1），尿道内ステント留置術2），温熱療法3），高温度療
法4），レーザー焼灼術5）など様々な方法が開発されそ
の治療成績が報告されている．我々も2450MHzの
マイクロ波を使用した経尿道的温熱療法装置を開発
し，その仕様および臨床成績について報告してき
た6一’8）．この方法は治療後，長期経過すると，効果が
やや減じ，TUR・Pの治療成績には及ばない欠点が
ある．しかし，我々の施設における臨床成績は短期
有効率が約76％あり，また重篤な合併症も出現せ
ず，外来にて安全に実施できることから，ハイリス
クな患者や入院を望まない若年患者への適応が可能
であると考えられる8）．
　前立腺を加温する温熱療法では，臨床的にその治
療効果は認められるものの，効果発現の機序は未だ
不明である．治療前後で前立腺体積に相違がないこ
と，組織学的変化に乏しいことが報告されている9）．
また肥大前立腺腫にαド受容体が多く含まれること
が報告10）11）され，α1－blockerが肥大症の治療に用い
られるようになった12）13）．さらに前立腺の平滑筋に
は交感神経が分布 ていること14”16），α、一agonistで
収縮すること17）18）などから，前立腺組織における交
感神経受容体機構を少しでも明らかにすることは極
めて重要なことと考えられる．
　またマイクロ波を用いた前立腺温熱療法の作用機
序として，熱により前立腺平滑筋のα、一受容体が影
響を受けるということが考えられる．しかし加温に
よりα1一受容体が影響を受けるという報告は動物を
含めてまだなされていない．
　そこでヒト前立腺及びα、一受容体が多く存在する
ことが知られているモルモット精管を用いて
radioligand　binding法により，加温によるα1一受容
体の定量的解析を行った．その結果，ヒト肥大前立
腺組織及びモルモット精管では加温によりα、一受容
体の数が有意に減少することが明らかになったので
報告する．
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研究材料および方法
　1）　対象，組織採取
①モルモット精管：18検体（モルモット90匹：5
匹から得られた左右の精管をそれぞれ1検体とし
た）．25％urethan（1　m1／体重100　g）麻酔下にモル
モット（♂，体重：250～350g）より両側精管を摘出
し，実体顕微鏡下で注意深く結合織を取り除いた．
組織は摘出後直ちに一側をテストに，他側をコント
ロールとして加温実験に用いた．
②ヒト前立腺：5例．年齢は42～77歳．膀胱腫瘍
にて膀胱全摘出術を施行し同時に摘出した前立腺3
例及びTUR－Pにて切除した前立腺2例で，組織学
的に肥大症と確認されたもの．摘出した前立腺を直
ちに液体窒素にて瞬間凍結し，一80℃で凍結保存し
た．
　2）使用したligand，試薬及びbuffer
　α1一受容体assayには放射性1igandとして，［3H］
prazosin　（1．18　TBq／mmol，　radiochemical　purity
98．6％，Amersham）を用いた．また検体の一群を
用いて，非標識のα一アドレナリン阻害剤である
phentolamine（Ciba－Geigy）を投与し，非特異的結
合量を求めた．Bufferは，50　mM　Tris－HCI，10　mM
MgC12（pH　7．5）をBuffer　Aとし，これに0．4％
bovine　serum　albumin，　2　mM　catechol，　2　mM
ascorbic　acidを加えたものを，　Buffer　Bとした．
　加温処理時には定温動物用緩衝塩類溶液として
Tyrode液（g／1）：NaC18，　KCI　O．2，　CaC120．2，
MgC12・6H200．1，　NaH2PO4・H，00．05，グルコ
ース1．0，NaHCO31．0を用いた．無指定の薬剤は
和光純薬及びSigma　Chemicals（USA）の特級を用
いた．
　3）　加温実験
　組織重：量を測定した後，Tyrode液中で0、を付加
しながら定められた温度でincubationを行った．
①モルモット精管：両側精管のうち，一側を43℃，
50℃，55℃のいずれかの温度で60分間恒温槽で振
虚しながら加温した．その間，対側精管はコントロ
ールとして4℃に氷冷した．
②ヒト前立腺：凍結した前立腺を氷冷した
Tyrode液中で解凍し，同一検体を等重：量に半割し
た．その一方を43℃あるいは55℃に加温し，他方を
コントロールとして4℃に氷冷した．
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Fig．　1　Preparation　of　the　crude　membranes　and
　　the　method　of　［3H］prazosin　binding　assay．
　　Guinea　pig　vas　deferens　was　pretreated　with
　　43，　50，　55eC　for　1　hr　and　human　prostate　with
　　43　or　55℃，　while　those　with　4℃　as　a　control．
　4）粗細胞膜分画の作成
　粗細胞膜分画の調整は横山ら10）の方法に準じて
行った（図1）．即ち，加温処理後の組織をハサミで
細切し，これに10倍量のBuffer　Aを加え，　Potter－
Elvehjem型ホモジナイザーで磨砕した．この
homogenateを800　g，10分間遠心分離し，その上澄
をさらに27000g，30分間冷却遠心（Beckman，
model　L5－50）し，得られた沈渣を1．6～1．9m1の
Buffer　Aに懸濁し粗細胞膜分画とした．
　5）結合実験
　［3H］prazosinを，最終1tube（400μ1）あたりモ
ルモット精管では0．39～3．12nM，ヒト前立腺では
0．39～3．9nMとなるように調整し，100μM
phentolamine存在下での結合を非特異的結合とし
た．8段階濃度の［3H］prazosin　100　＃1に，100μM
phentolamine十〇r一のBuffer　Bを100μ1加え，こ
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Table　1　Method　of　［3H］prazosin　binding　assay
Binding　sites α、一receptor
Radioligand 3H－prazosin
Speci丘。　activity 1．18TBq／mmol
Dilution 8points
Concentration（nM）vas　deferens’o
0．39，0．624，　0．78，　1．04，　1．2，1．56，2．22，3．12
prostate：
0．39，0．624，　1．04，　1．2，　1．56，2．22 3．12，3．9
Volume 100μ1
Sample
Volume 200μ1
Non－speci且。　binding十100μMphentolamine　100μ1
Incubation
Volume 400μ1
Temperature 30℃
Time 30min．
れにsample　200μ1を加えて30℃，30分間のincu－
bationを行った．［3H］prazosinの結合実験の条件
を表1に示した．incubation後直ちにWhatman
GF／C　glass　fiber　filter（直径24　mm）で，吸引・濾
過した．さらに氷冷したBuffer　A　20　m1で洗浄し，
受容体蛋白に結合したligandと遊離のligandを分
離した．filterをバイアルに移し，10　m1のAquasol
－2を加え，液体シンチレーションカウンター（Pack－
ard　2250CA）で受容体蛋白に結合した［3H］
prazosinの放射活性を測定した．
　6）放射活性の測定およびデータ解析
　図2に，典型的な飽和曲線の1例（図2A）　とその
Scatchard　plot（図2B）を示した．図2Aに示した
ように［3H］prazosinの各濃度における総結合量か
ら非特異的結合量を引いて特異的結合量を求めた．
非特異的結合量は［3H］prazosin濃度の増加により
直線的に増加するのに対し，特異的結合量は濃度の
増加に伴って飽和の傾向を示した．さらに特異的結
合動態をScatchard　plot（図2B）により解析した．
即ち，結合したligandの量を横軸に，結合した
1igandの量／遊離のligandの量（B／F）を縦軸にプ
ロットし直線に変換して，直線の傾斜の負の逆数か
ら親和恒数（equilibrium　dissociation　constant，以
下Kd）を，直線と横軸の交点から最大結合量（maxi－
mum　number　of　binding　sites，以下NBS）を求め
た．各温度におけるKd，　NBSは，4℃におけるKd，
NBSの値を100としてその割合を（％）で表わし
た．sampleの蛋白濃度は牛血清アルブミンを標準と
してLowry法19）により測定した．統計学的検定に
はt検定を用い，P＜0，05を有意とした．
結 果
　1）　α1一受容体と［3H］prazosinの結合の動態
　モルモット精管及びヒト肥大前立腺には［3H］
prazosinと特異的に結合する部位即ちαユー受容体が
存在することがわかった（図2A，3A）．そして，特
異的結合能をScatchard　plotにより解析すると，両
者とも1本の直線上にのることから，この受容体は
1種類で単純なミカエリス・メンテンの式に従う成
分であることがわかった（図2B，3B）．そこでモル
モット精管及びヒト肥大前立腺におけるα、一受容体
に対する加温の影響について調べた．
　横山ら10）は，ヒトの近位精管と遠位精管では受容
体の結合動態が異なることを報告しているので，モ
ルモットの精管の実験を始める予備段階としてその
可能性を検：討した．精巣上体の結合織に囲まれた細
い折れ曲がった部位，即ち，近位精管と太い部位，
即ち，遠位精管の2つの部分に分離して，4℃におけ
る両者の標本の受容体の結合動態を調べた．1例，5
匹左右について調べたが，Kdは前者では，1．00　nM，
後者では0．87 M 　NBSは前者では0．88　pmo1／mg
prot．，後者では0．95　pmol／mg　prot．であり，モルモ
ットの場合は明らかな差が見られなかった．従って，
以下の実験では両者の部分をあわせて用いた．
　2）モルモット精管
　加温の条件は43℃（8検体），50℃（6検体），55℃
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Fig．　2　A　An　example　of　a　saturation　curve　of
　　the　guinea　pig　vas　deferens　pretreated　with
　　4℃；［3H］Prazosin　binding　to　the　crude
　　membranes　as　a　function　of　［3H］prazosin
　　concentrations．　lncubation　was　performed　at
　　30“C　for　30　min．　（pH　7．5）．　Non－specific　bind－
　　ing　was　determined　by　an　addition　of　100　pt　M
　　phentolamine．　Specific　binding　（十）　was
　　defined　as　difference　between　total　binding
　　（一e）　and　non－specific　binding　（十）．
　　Points　shown　are　those　obtained　in　a　single
　　experiment，　which　was　replicated　eighteen
　　times．
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（4検体）の3種類とした．4℃をコントロール
（100％）とした時の各温度におけるKdは43℃，
50℃，55℃でそれぞれ99±13，72±16，83±16％
（mean±SEM）であり，後2者は減少的傾向を示し
ていたが，いずれも統計学的有意差は認められなか
った（図4A）．　NBSは同様に430C，500C，55℃で
それぞれ104±18，78±14，74±12％（mean±SEM）
であった．43℃ではコントロールと変わらなかった
が，50℃，55℃では有意にNBSが減少した（P〈
0．05）（図4B）．
　3）　ヒト前立腺
①膀胱全摘出術時に摘出された前立腺（3例）
　加温の条件は43℃と55℃の2種類とした．4℃
におけるKdを100％とした時，43℃，55℃のKdは
NBS
o ．1　，2　．3　．4　．5　　X　．6
　　　3H－Prazosin　bound　（pmoVmg　protein）
Fig．　2　B　A　Scatchard　（B／F　vs．　B）　plot　obtained
　　from　the　specific　saturation　curve　in　A．　B／F
　　is　the　ratio　of　bound　［3H］prazosin　to　free
　　［3H］prazosin．　The　minus　reciprocal　of　the
　 slope　gives　the　equilibrium　dissociation　con－
　　sta t　（Kd），　showing　O．93　nM　and　the　inter－
　section with　abscissa　gives　the　number　of
　　binding　sites　（NBS），　showing　O．54　pmol／mg
　protein．
それぞれ66±7，66±19％であったが，いずれも統計
学的有意差は認められなかった（図5A）．　NBSは
43℃，55℃でそれぞれ37±16，35±15であり，いず
れも顕著に減少していた（P＜0．05）（図5B）．
②TUR・Pにて採取した前立腺（最大で約1cm角
の大きさ，2例）
　コントロールの40C及び55℃いずれの温度条件
でも非特異的結合のみで特異的結合は見られなかっ
た（データは示してない）．
　4）粗細胞膜分画の蛋白量
　モルモット精管において，コントロールの4℃に
おける粗細胞膜蛋白の収量を100％とすると，43℃，
50℃，55℃，1時間の加温処理でそれぞれの蛋白量は
90％，71％，62％へと減少した．
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Fig．　3　A　An　example　of　a　saturation　curve　in
　the　human　benign　prostatic　hyperplasia；
　　［3H］Prazoin　binding　to　the　crude　mem－
　branes　as　a　function　of　increasing　concentra－
　tions　of　［3H］prazosin．　lncubation　was　car－
　ried　out　at　300C　for　30　min．　with　（一“一，
　non－specific　binding）　or　without　（一e一，
　total　binding）　100　ptM　phentolamine
　　（pH　7．5）．Specific　binding　（一〇一）　was
　obtained　by　subtraction　of　the　non－specific
　binding　from　the　total　binding．　Points　shown
　are　those　obtained　in　a　single　experiment，
　which　was　replicated　three　times．
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　1）前立腺肥大症とα、一受容体
　前立腺肥大症に対する温熱療法は，前立腺内部温
度45℃以下のhyperthermia（温熱療法）と45℃以
上のthermotherapy（高温度療法）に分類される20）．
臨床的に前立腺温熱療法の効果は認められるもの
の，その効果発現の機序はいまだ不明である．横山
ら10）は正常前立腺に比べ，肥大前立腺組織ではα1一
受容体の親和性には差が認められなかったものの単
位蛋白質重量あたりのα1一受容体数が有意に上昇し
ていると報告している．また前立腺肥大症において
交感神経刺激が前立腺平滑筋のsupersensitiveな収
縮をもたらすことが知られているが，これはα、一受
容体数の増加によるものであることを示唆した．
e
e
NBS
O　．02　，04　．06　．08　．1　．12　．14　．16　．‘ts8　．2
　　　　3H－Prazosin　bound　（pmol／mg　protein）
Fig．　3　B　A　Scatchard　plot　obtained　from　A；A
　　least　squares　fit　of　the　data　to　a　straight　line
　　yields　a　Kd　of　O．83　nM　and　a　NBS　of　O．173
　pmol／mg　protein．
　そこでマイクロ波を用いた前立腺温熱療法の作用
機序として，熱により前立腺内部の平滑筋のα、一受
容体が影響されるのではないかという仮説をたて，
加温によるα「受容体の親和性及び受容体数の変化
をradioligand　binding法により測定し，作用機序に
ついて検討した．
　2）α1一受容体のサブタイプ
　α、一受容体には，サブタイプの存在が知られてい
るが，森田ら21）は肥大前立腺ではそれらが収縮機能
に関与していると報告している．しかし，加温によ
る影響を検討する上では，サブタイプにおける差異
よりもα、一受容体の総合的な変化を把握することが
必要と思われる．今回我々が用いた［3H］prazosin
ではサブタイプの選択的な検討は困難であったが各
サブタイプに結合する22）ことからその総合的な変
化の検：討には適当であったと考える．また，今回の
実験では，結合動態は単純な一成分性であり各サブ
タイプの結合動態に見るべき差異がないと考えられ
た．
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Fig．　4　Effect　fo　thermal　exposure　on　Kd　（A）
　and　NBS　（B）　of　alpha　1－adrenoceptors　in
　guinea　pig　vas　deferens．　Data　are　expressed
　as　percentages　of　the　control　（4eC）．　Mean±
　SEM　of　3n－8　experiments．　N．S．　for　not　sig－
　nificant．
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Fig．　5 Effect　of　thermal　exposure　on　Kd　（A）
　and　NBS　（B）　of　alpha　1－adrenoceptors　in
　human　hypertrophic　prostate．　Data　are　ex－
　pressed　as　percentages　of　the　control　（4eC）．
Mean±SEM　of　3　experiments．　N．S．　for　not
　significant．
　3）温熱治療（加温）と前立腺組織
　Montorsiら9）は経直腸的温熱治療（hyperther－
mia）後の前立腺では軽度の慢性炎症，浸潤性の変化
を認めるのみであったとしている．一方，Perachino
ら23）は経尿道的高温度治療（thermotherapy）を施
行し，尿道粘膜から0．5～2．Ocmの深さの部位で神
経線維の消失及び損傷が認められたとしている．朴
ら24）は高温度被爆が及ぼす前立腺平滑筋の収縮性
について検討し，45℃以上で自律神経が障害され，
48℃でα受容体ないしそれに関連した収縮機構が
障害され，50℃で細胞膜の分極状態が破壊され，細
胞死に至ると考察し，加温療法の効果発現の機序を
自律神経，感覚神経の細胞収縮機構の破壊による機
能的変化に基づくものであろうとしている．
　4）　α1一受容体に対する加温の影響
　今回，ヒト前立腺のα1一受容体を検討するに当た
り，標本が容易に入手でき，かつα1一受容体が豊富に
存在することが知られ，また前立腺と同じ生殖器で
あるモルモット精管についてまず検討を加えた．受
容体の親和性については43℃，50．C，55℃のいずれ
においてもコントu一ルの4℃と有意差は見られ
ず，加温による影響は少ないものと考えられた．一
方，単位蛋白質重量あたりに結合しうるα、一受容体
数は43℃ではコントロールと変わらなかったが
50℃，55℃においては明らかに減少しており，加温
の影響が示唆された．
　ヒト前立腺においては，先ずTUR－Pにより得ら
れた組織についてみると，特異的結合量はほぼゼロ
であった．今回の切片は約1cm角以下の大きさで
あり，この範囲では切除ループを流れる高周波電流
による熱のため受容体が障害を受けたためと考えら
れる．
　次に膀胱全摘にて得られた前立腺組織について考
察すると，加温によりKdの減少すなわち受容体へ
の親和性の増加が見られたものの，コントロールに
比べ有意差は認められなかった．一方，NBSは
43℃で顕著に減少を示したことから，加温による効
果は親和性よりも結合しうる受容体数により大きな
影響を与えることがわかった．
　モルモット精管とヒト前立腺において，43℃に加
温した際の結果に相違が見られたが，これはモルモ
ット精管は組織を摘出後直ちに実験に用いたのに対
しヒト前立腺は一80℃で比較的長時間保存されて
いた標本であった点，種差あるいは組織差によるも
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のではないかと考えられるがいずれも想像の域を脱
していない．
　さらにモルモット精管における結果ではあるが，
粗細胞膜分画の蛋白の収量が加温により，43℃，
50℃，55℃でそれぞれ90％，72％，61％と減少した
ことから，より高温になるほど蛋白の変性が促進さ
れることは明らかである．
　以上のことから，前立腺内部を約43℃に加温する
温熱療法においても結合しうるα、一受容体数が減少
し，治療効果に関与している可能性が示唆された．
また，前立腺内部温度をより上昇させることで，受
容体数はさらに減少し，α1一受容体への影響は強ま
ると思われた．
　5）今後の課題
　ところで，温熱療法では，長期治療効果は短期治
療効果に比べ減弱する傾向がみられている8）．この
ことから加温によるα、一受容体への影響は恒久的で
はなく，一時的なdown　regulationであるとも考え
られる．加温による変化が可逆性を有する変化であ
るか，あるいは速やかに受容体の再生，増加が起こ
ることによるものかは明らかではない．このことに
関しては，今後さらに検討を要するものと思われる．
更に，von　Kugelgen＆Starke25）は，モルモット精
管に分布している交感神経終末からノルアドレナリ
ンとATPが共に放出され，ノルアドレナリンによ
る精管内平滑筋の収縮のみならず，ATPもまたこ
れに寄与していることを報告している．このATP一
収縮系に対する加温効果も調べなければならず，今
後の問題として残されている．
結 語
　1．加温がα、一受容体に及ぼす影響を
radioligand　binding法により，モルモット精管とヒ
ト前立腺を用いて検討した．
　2．43℃，50℃，55℃1時間の加温処理によりα1
一受容体の親和恒数に有意差は認められなかったが，
単位蛋白質重量当たりの受容体数は顕著に減少し
た．
　3．　ヒト前立腺では43℃で受容体数が有意に減
少したことから，前立腺内部を約43℃に加温する温
熱療法及びそれ以上の温度に加温する高温度治療と
もにα、一受容体の変化，特にその受容体数が治療効
果に関与している可能性が示唆された．
　稿を終えるに当たり，直接ご指導を賜りました東
京医科大学生理学教室第一講座登坂恒夫教授並び
に，同生理学教室第二講座内野善生教授，同泌尿器
科学教室三木　誠教授に深甚なる謝意を表します．
　尚，本研究は平成6年度文部省奨励研究（A）並び
に平成6年度東京医科大学同窓会学術奨励賞の援助
による．また，本論文の要旨は第60回日本泌尿器科
学会東部総会（平成7年10月）において発表した．
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Effect　of　Thermal　Exposure　on　Alpha　1－adrenoceptors　in　the
　　　　　Human　Prostate　and　the　Guinea　Pig　Vas　Deferens
Kazunori　NAMIKI　and　Saeko　SAKAI　i）
Department　of　Urology　and　i）Department　of　Physiology，　Tokyo　Medical　College，　Tokyo，　Japan
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Director：Prof．　Makoto　MIKI）
　　To　study　the　cellular　mechanism　of　hyperthermia　therapy　on　benign　prostatic　hyperplasia　（BPH），the
authors　examined　the　effect　of　thermal　exposure　on　alpha　1－adrenoceptors　in　the　human　prostate　by　a
radioligand　binding　assay．　The　guinea　pig　vas　deferens　was　also　used　as　an　animal　model　for　alpha　1
－adrenoceptor　in　human　hypertrophic　prostate．　The　tissues　were　pretreated　at　430C，　50eC，　55eC　for　1　hr．
while　controls　were　pretreated　at　40C．　For　the　alpha　1－adrenoceptor　assay，　the　crude　membrane　fraction
from　prostate　or　vas　deferens　was　incubated　with　［3H］prazosin　as　a　ligand　for　30　min．　at　30eC　with　or
without　100　pt　M　phentolamine．　The　number　of　binding　sites　（NBS）　and　the　dissociation　constant　（Kd）
were　calculated　from　Scatchard　analysis．　The　NBS　of　alpha　1－adrenoceptors　in　human　prostate
pretreated　with　over　43eC　decreased　significantly　compared　to　the　control　at　4“C，　although　there　was
statistically　no　significant　difference　in　their　Kd．　The　NBS　obtained　from　the　guinea　pig　vas　deferens
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pretreated　with　over　500C　was　also　lower　than　the　control　whereas　the　NBS　at　43eC　was　not　appreciably
different　from　the　control．　The　Kd　values　among　them　were　not　statistically　different．　Since　the　tempera－
ture　at　the　interior　of　prostate　goes　up　to　430C　in　hyperthermia　therapy　for　benign　prostatic　hyperplasia，
these　results　suggest　that　the　decrease　of　NBS　of　alpha　1－adrenoceptors　by　thermal　exposure　would
effectively　improve　urination　of　BPH　patients．
〈Key　words＞　Alpha　1－Adrenoceptor，　Benign　prostatic　hyperplasia，　Hyperthermia　therapy，　Human　prostate，
　　　　　　　　　　　Guinea　pig　vas　deferens．
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